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(54) Title: METHOD FOR PURIFYING PrPres FROM A BIOLOGICAL SAMPLE AND APPLICATIONS 

(54) Titre: PROCEDE DE PURIFICATION DE LA PrPres A PARTIR DUN ECHANTILLON BIOLOGIQUE ET SES APPLICATIONS 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for purifying PrPres from a biological sample to be used for qualitative and/or quantitative 
determination of the PrPres in said sample. The method essentially consists in: (1) incubating, during 30 seconds to 2 hours, at a 
temperature less than 80 °C, said biological sample with a buffer solution A comprising at least a surfactant in an amount ranging between a 
quarter and four times the weight of the biological sample and optionally a protease, to form a suspension SI; (2) adding to said suspension 
SI resulting from (1) a buffer solution B in an amount sufficient for thinning said suspension, which buffer solution B consists of a solvent 
or mixture of solvents, which does not solubilize the PrPres and has a constant dielectric ranging between 10 and 25; (3) centrifuging the 
suspension S2 resulting from step (2); and (4) solubilizing said pellet in a buffer solution C comprising at least a surfactant and/or at least 
a chaotropic agent, at a temperature ranging between room temperature and 100 °C. 

(57) Abrege* 

Proc6d6 de purification de la PrPres a partir d'un echantillon biologique en vue de son utilisation pour la ddtection qualitative et/ou 
quantitative de la PrPres dans ledit echantillon. Ledit proc&ie* comprend essentiellement: (1) l'incubation, pendant 30 secondes a 2 heures, 
a une temperature inf6rieure a 80 °C, dudit 6chantillon biologique avec un tampon A comprenant au moins un agent tensioactif en quantity 
comprise entre le quart et quatre fois le poids de 1 'echantillon biologique et £ventuellement une protease, pour former une suspension SI; 
(2) l'addition, a ladite suspension SI obtenue en (1) d'un tampon B en quantity apte a eclaircir ladite suspension, lequel tampon B est 
constitu6 d'un solvant ou d'un melange de solvants, qui ne solubilise pas la PrPres et prdsente une constante di61ectrique comprise entre 10 
et 25; (3) la centrifugation de la suspension S2 obtenue a T6tape (2); et (4) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 
moins un agent tensioactif et/ou au moins un agent chaotrope, a une temperature comprise entre la temperature ambiante et 100 °C. 
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PROCEDE DE PURIFICATION DE LA PrPres A PARTIR D UN ECHAN- 
TILLON BIOLOGIQUE ET SES APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un nouveau procede de purifica- 
tion de la PrPres a panir d"un echantillon biologique en vue de son utilisation pour la 
detection qualitative et/ou quantitative de la PrPres dans ledit echantillon. 

Les encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles sont 
provoquees par des agents transmissibles non conventionnels (ANTC). encore appeles 
prions, dont la nature precise demeure inconnue a ce jour. Les ESST comprennent 
essentiellement la maladie de Creutzfeldt-Jakob, chez rhomme (MCJ ou CJD pour 
Creutzfeldt-Jakob disease), la tremblante, chez le mouton et la chevre et 

■ 

rencephalopathie spongiforme bovine (ESB ou BSE pour bovine spongiform 
encephalopathy), chez ies bovins ; d'autres encephalopathies ont ete mises en evi- 
dence chez le vison ou certains animaux sauvages. tels que le cerf et Felan. 

Ces maladies sont devolution eonstamment fatale et il n'existe, a 

Theure actuelle, aucun traitement efficace. 

Dans les encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles, il 
existe une accumulation d ? une proteine de Fhote, la PrP (ou proteine du prion), sous 
une forme anormale (PrPres), principaiement dans le systeme nerveux central ; la 
PrPres copurifie avec Tinfectiosite et son accumulation precede V apparition des 
lesions histologiques. In vitro, elle est toxique pour des cultures de neurones. 

Deux proprietes biochimiques permertent habitueilement de distin- 
guer la PrPres de la PrP normale : la PrPres est partiellement resistante aux proteases 
et est insoluble dans les agents tensioactifs anioniques. 

Pour pouvoir detecter la PrPres presente dans un echantillon, il est 
necessaire de soumettre ce dernier a differentes operations, pour enrichir ledit echan- 
tillon en PrPres, tout en eliminant la PrP normale, de maniere a ce que la PrPres puisse 
ensuite etre detectee par toute methode specifique appropriee. sans entrainer : 

. de faux-positifs, dus a une presence de PrP normale ou d'autres 

contaminants, ou 

de faux-negatifs, dus a une concentration insuffisante de PrPres 
dans T echantillon biologique final. 
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« 

Dans ce but. un certain nombre de procedes d'isolement et/ou de 
purification de la PrPres ont ete proposes. lis sont essentiellement bases sur la 
methode mise au- point par Hilmen et Diringer ("Nature. 1983. 306, 476-478) et 
comprennent, de maniere generate, une extraction par un detergent des ultracentrifu- 
5 gations differentielies et un traitement par des enzymes proteolytiques (Multhaup G. et 
al., EMBO J., 1985, 4, 6, 1495-1501 ; Takahashi K. et al., Microbiol. ImunoL 1986, 
30,2, 123-131 ; Hope J. et al.. EMBO J., 1986.5, 10.2591-2597; Grathwohl KUD et 
al.. Arch. Virol., 1996, 141. 1863-1874 ; Kascsak RJ et al.. Immunol. Investig., 1997, 
26, 259-268 ; R.E. Race et al., J. Gen. Virol., 1992, 73, 3319-3323 ; Doi et al., J. Gen. 
10 Virol., 1988, 69, 955-960; T. Muramoto et al.. Am. J. Pathol., 1993, 143. 5 1470- 
1479 ; Farquhar C.F. et al.. Gen. Virol., 1994. 75. 495-504 et J. Gen. Virol., 1996, 77, 
1941-1946). lis ont V inconvenient de comporter un nombre important d'etapes 
incluant plusieurs ultracentrifugations, qui sont lourdes a mettre en oeuvre et entrainent 
des pertes cumulatives de PrPres, qui conduisent alors a une sensibilite insuffisante 
15 pour obtenir un seuil de detection et une quantification fines de la PrPres. 

Ces differentes methodes necessitent un appareillage de laboratoire 
de recherche et.des temps de mise en oeuvre, qui ne sont pas compatibles avec une 
utilisation sur le terrain, en particulier dans les abattoirs. 

Or, il existe un besoin de verification rapide de V absence ou de la 
20 presence d'une encephalopathie subaigue spongiforme transmissible, au moment de 
l'abattage de 1' animal. 

En consequence, Tlnventeur s'est donne pour but de pourvoir a un 
procede de purification d'un echantillon biologique en vue de son utilisation pour une 
detection rapide et fiable de la PrPres, qui soit suffisamment simple a mettre en oeuvre 
25 pour qu'il puisse etre utilise sur le terrain, et notamment dans les abattoirs et qui 
reponde ainsi mieux aux besoins de la pratique que les procedes de I'Art anterieur. 

En effet, le procede selon V invention : 

- est simple a mettre en oeuvre. 

- est fiable 

30 - est facile a interpreter : il augmente le seuil de sensibilite de detec- 

tion de la PrPres. en eliminant les faux-positifs (PrP normale et autres contaminants) 
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et il elimine les faux-negatifs. car il permet d'obtenir. en valeur absolue, une quantite 
imponante de PrPres. puisqu'il est possible de trailer des quantites importantes de 
materiel biologique avec un rendement de purification superieur a 80 % ; ceci est 
particulierement interessant dans les abattoirs et fournit des echantillons dans lesquels 
la PrPres est facilement detectable avec des tests de diagnostic usuels. 

La presente invention a pour objet un procede de purification de la 
PrPres a partir d'un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend essentiel- 
lement : 

(1) 1'incubation pendant 30 secondes a 2 heures. de preference pen- 
dant 30 secondes a 10 minutes, a une temperature inferieure a 80°C. dudit echantillon 
biologique avec un tampon A comprenant au moins un agent tensioactif. en quantite 
comprise entre le quart et quatre fois, de preference entre le quart et une fois et demi le 
poids de F echantillon biologique et eventuellement 1'incubation prealable, posterieure 

ou simultanee avec une protease, pour former une suspension micellaire ou lamellaire 

» 

SI opalescente a trouble ; n'importe quel agent tensioactif ou melange d'agents tensio- 
actifs, dans les conditions de temperature et de quantites precitees ne solubiiisent pas 
la majorite de la PrPres, qui reste en suspension, alors que la PrP normale est solubili- ; 
see, voire detruite, en cas d'adjonction de protease ; ladite incubation est de preference 
realisee a une temperature inferieure a 50°C, en presence d'une quantite d'agent 
tensioactif comprise entre le quart et une fois et demi le poids de Techantillon 
biologique; conformement a Tinvention, la protease peut en effet etre ajoutee soit 
avant Tadjonction de T agent tensioactif, soit apres, soit simultanement ; 

(2) Taddition, a ladite suspension micellaire ou lamellaire SI obte- 
nue en (1) d'un tampon B en quantite apte a eclaircir ladite suspension (formation 
d'une microemulsion ou d'une microsuspension, par exemple). lequel tampon B est. 
constitue d'un solvant ou d*un melange de solvants, qui ne solubiiise pas la PrPres et 
presente une constante dielectrique comprise entre 10 et 25 ; on obtient ainsi une 
suspension S2 limpide a fceil nu ; 

(3) la centrifugation de la suspension S2 obtenue a Tetape (2) ; ladite 
centrifugation est par exemple effectuee pendant 2 a 10 minutes, a une vitesse infe- 
rieure a 20 000 g, de preference a une vitesse comprise entre 3 500 g et 1 7 500 g ; la 
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PrPres se retrouve dans le culot de centrifugation. avec un rendement de purification 
en PrPres compris. de maniere surprenante. entre 80 et 100 % ; de maniere avanta- 
geuse. le temps et la vitesse de centrifugation peuvent etre adaptes pour aboutir au 
merrie resultat. a savoir Tobtention d'un rendement de purification en PrPres compris 
5 entre 80 et 100% et 

(4) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 
moins un agent tensioactif, tel que defini a l'etape (1), a une concentration comprise 
entre 0,1 % et 5 %, de preference comprise entre 0,25 % et 1 %, par rapport au volume 
de tampon C (p/v) et/ou au moins un agent chaotrope a une concentration comprise 
10 entre 0,1 M et 8 M et a une temperature comprise entre la temperature ambiante et 
100°C, de preference egale ou superieure a 80°C ; dans de telles conditions de tempe- 
rature, les agents tensioactifs precites. de preference les agents tensioactifs ioniques. 
et/ou les agents chaotropes solubilisent la PrPres. 

Lesdites etapes (1) et (2) peuvent etre realisees simultanement ou 
15 successivement ; de preference, elles sont realisees successivement. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede. lorsque 
Fechantillon biologique est un tissu ou un organe, ce dernier est, prealablement a 
l'etape (1), homogeneise, par exemple par broyage mecanique, dans un tampon 
d'homogeneisation, constitue d'un tampon neutre, tel que Teau ou d'un tampon isoto- 

■ 

20 nique. tel que le glucose a 5 %. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, la 

* 

temperature mise en oeuvre a 1'etape (1) est comprise entre la temperature ambiante et 
50°C ; elle est de preference de 37°C. 

De maniere 1 preferee. le tampon A comprend un agent tensioactif 
25 selectionne dans le groupe constitue par : 

- des tensioactifs anioniques. tels que le SDS (dodecylsulfate de 
sodium), le sarkosyl (lauroyl sarcosine). le cholate de sodium, le desoxychoiate de 
sodium, le taurocholate de sodium, 

- des tensioactifs zwitterioniques. tels que le SB 3-10 (decyl sulfo- 
30 betaine). le SB 3-12 (dodecyl sulfobetaine), le SB 3-14, le SB 3-16 (hexadecyl sulfo- 

betaine). le CHAPS et le desoxyCHAPS. 
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- des tensioactifs non-ioniques. tels que ie CI2E8 (dodecyl octaethy- 
lene glycol), le Triton XI 00. le Triton XI 14. le Tween 20. le Tween 80, le MEGA 9 
(nonanoyl methyle glucamine). 1'octylglucoside, le LDAO (dodecyl dimethyiamine 
oxyde) ou le NP40 ou 

5 - des melanges de tensioactifs tels qif un melange d'un agent tensio- 

actif ionique et d'un agent tensioactif non-ionique et notamment le melange SDS- 
Tween 80 ou le melange sarkosyl-Triton X100 ou le melange de deux agents tensio- 
actifs ioniques, tel que le melange SDS-desoxycholate ou d'un melange d'un agent 
tensioactif ionique et d ? un agent tensioactif zwitterionique. 

10 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, le 

tampon B est de preference selectionne parmi les alcools en C 3 -C 6 et les melanges 
d'alcool dont la constante dielectrique theorique moyenne est comprise entre 10 et 25. 
Les alcools ou melanges d'alcools suivants sont particulierement preferes : butanoi-1, 
butanol-2, methyl-2 propanol-1, isopropanoU isopropanol + pentanol, ethanol *r+ 

15 hexanol, butanol + pentanol, etc... 

On entend par constante dielectrique, au sens de la presente inven- 
tion, la constante dielectrique statique s, mesuree dans des champs statiques ou a 
frequence relativement faible ; elle correspond au rapport deplacement electrique 
D/force du champ electrique E, lorsque un champ electrique est applique a la solution, 

20 a une temperature comprise entre 293,15 et 298,15 K. 

La constante dielectrique des liquides, telle que definie ci-dessus, est 
plus particulierement decrite dans CRC Handbook of Chemistry and Physics (Ed. 
David R. Lide, 75 tmc edition, 1994, CRC Press). 

Pour un melange de solvants, on entend par constante dielectrique 

25 theorique moyenne, la moyenne des constantes dielectriques de chaque solvant, 
ponderee par sa proportion dans le melange. 

L'addition du tampon B a Tetape (2) permet, de maniere surpre- 
nante, d'obtenir des rendements de purification superieurs a 90 %. avec des conditions 
de centrifugation a faible vitesse ; elle permet tout en maintenant un rendement impor- 

30 tant, de diminuer de maniere significative la quantite de cuiot final : de maniere avan- 
tageuse, la quantite de culot final est de preference inferieure a 10 % du poids 
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cfechantillon biologique de depart pour permettre effect! vemem de Putiliser dans ie 
cadre d'un dosage immunologique. alors que lorsqu'on ne rajoute que du tampon A. 
on se situe dans les conditions de PArt anterieur. qui imposent une uitracentrifugation 
pour obtenir des rendements suffisant en PrPres. en vue d'une detection.. 
5 On peut noter que Ton peut egalement obtenir des rendements de 

purification superieurs a 80 %, en faisant varier le temps et la vitesse de centrifuga- 
tion : 2 a 10 minutes a une vitesse inferieure a 20 000 g ou pendant une duree dimi- 
nuee proportionnellement a P augmentation du nombre de g. 

De maniere preferee. le rapport rendement en PrPres dans la phase 

10 solide/quantite de culot recupere apres centrifugation de la suspension S2 est superieur 
a 10. lorsque Pechantillon de depart correspond a 100 mg de cerveau. 

Egalement de maniere preferee. le tampon C mis en oeuvre a Petape 
(4) comprend un agent chaotrope, qui est notamment selectionne dans le groupe 
constitue par Puree et la guanidine ou un melange de ceux-ci ; tout autre agent 

15 chaotrope peut egalement etre utilise. 

De preference. Puree est a une concentration comprise entre 0,25 et 
8 M et la guanidine est a une concentration comprise eritre 0,1 et 6 M. 

Lorsque le tampon C est un melange d ? au moins un agent tensioactif 
et d ? au moins un agent chaotrope, il est selectionne.. de maniere preferee, dans le 

20 groupe constitue par les melanges suivants : melange SDS et uree. melange sarkosyl et 
uree. melange desoxycholate et uree ou melange sarkosyl et guanidine et sarkosyl, 
guanidine et uree. De maniere preferee, dans le melange SDS et uree, le SDS est a 
0,25-1 % et Puree est a 0,25-6 M ; dans le melange sarkosyl et uree, le sarkosyl est a 
une concentration comprise entre 0.25 et 1 %, et Puree est a une concentration 

25 comprise entre 0,25 et 8 M ; dans le melange sarkosyl et guanidine. le sarkosyl est a 
une concentration comprise entre 0,25 et 1 % et la guanidine est a une concentration 
comprise entre 0,5 M - 3 M et dans le melange sarkosyl. guanidine et uree. le sarkosyl 
est a une concentration comprise entre 0.25 et 1 %. la guanidine est a une concentra- 
tion comprise entre 0,5 M - 3 M et Puree est a une concentration comprise entre 2 et 

30 6 M. 
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L/etape de dilution precitee permet de neutraliser ie tampon C ? 



Le tampon de Laemmli (SDS a 4 %. Tris-HCl 0.1 M pH 8. saccha- 
rose a 5 % et P-mercaptoethanol a 2 %) peut egalement etre utilise, notamment pour 
les Western blot. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de detec- 
5 tion de la PrPres dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend : 

- le traitement dudit echantillon tel que defini ci-dessus. 

- la dilution de F echantillon obtenu si necessaire et 

■ 

- la detection de la PrPres par toute methode anaiytique appropriee, 
telle qu'une methode immunologique (ELISA. Western blot), produisant un signal 

10 specifique. 

en 

vue d'une detection de la PrPres par une methode ELISA ; elle est par exemple reali- 

> 

see avec un tampon comprenant de Talbumine, conduisant a une concentration finale 
en albumine comprise entre 2 et 10 % (p/v) ou avec un tampon a base de desoxy- m 
1 5 cholate, a 1 %, par exemple. 

Un echantillon biologique ainsi traite contient une concentration 
efficace en PrPres. de maniere a ce que cette derniere puisse etre detectee par toute 
methode anaiytique, notamment une methode immunologique. directement dans cet 
echantillon. 

20 En variante. la presente invention a pour objet un procede de purifi- 

cation de la PrPres a partir d'un echantillon biologique. caracterise en ce qu'il 
comprend essentieilement : 

(1) Tincubation, pendant 30 secondes a 2 heures. de preference 
pendant 30 secondes a 10 minutes, a une temperature inferieure a 80°C. -dudit echan- 

■ 

25 tillon biologique avec un tampon A comprenant au moins un agent tensioactif. en 
quantite comprise entre le quart et quatre fois, de preference entre le quart et une fois 
^ et demi le poids de Fechantillon biologique et eventuellement Tincubation prealable, 
posterieure ou simultanee avec une protease, pour former une suspension micellaire ou 
lamellaire SI opalescente a trouble ; conformement a V invention, la protease est en 

30 effet ajoutee soit avant fadjonction de F agent tensioactif. soit apres. soit simultane- 
ment ; 
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(2) f addition, a ladite suspension micellaire ou lameilaire SI obte- 
nue en (1) d'un tampon B en quamite apte a former une separation de phase, lequel 
tampon B est consume d'un soivant ou d«un melange de solvants. qui ne solubilise pas 
la PrPres et presente une constante dielectrique comprise entre 1 0 et 25 : 
5 (3) la centrifugation de la suspension obtenue a Tetape (2) : ladite 

centrifugation est par exemple effectuee pendant 2 a 10 minutes, a une vitesse infe- 
rieure a 20 000 g, de preference a une vitesse comprise entre 3 500 g et 17 500 g ; la . 
PrPres se retro uve a V interface ; 

(4) la recuperation du film present a T interface ; 
10 (5) la resolubilisation dudit film avec uh tampon A sans protease, 

(6) la centrifugation de la suspension obtenue a f etape (5), pendant 
2 a 10 minutes, a une vitesse inferieure a 20 000 g, de preference a une vitesse 

« 

comprise entre 3 500 g et 1 7 500 g ; la PrPres se retrouve dans le culot de centrifuga- 
tion, avec un rendement de purification en PrPres compris. de maniere surprenante. 
15 entre 70 et 100% ; de maniere avantageuse, le temps et la vitesse de centrifugation 
peuvent etre adaptes pour aboutir au meme resultat, a savoir Fobtention d'un rende- 
ment de purification en PrPres compris entre 70 et 100 % et 

(7) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 
moins un agent tensioactif tel que defmi a F etape (1), a une concentration comprise 

20 entre 0,1 % et 5 %. de preference comprise entre 0,25 % et 1 %, par rapport au volume 
de tampon C (p/v) et/ou au moins un agent chaotrope a une concentration comprise 
entre 0,1 M et 8 M et a une temperature comprise entre la temperature ambiante et 
100°C, de preference egale ou superieure a 80°C ; dans de telles conditions de tempe- 
rature, les agents tensioactifs precites, de preference les agents tensioactifs ioniques. 

25 et/ou les agents chaotropes solubilisent la PrPres. 

Les quantites de tampon B a ajouter pour obtenir une microemul- 
sion, une microsuspension ou une separation de phase sont etablies a Taide d*une 
gamme de tampon B, comme illustre pour le butanol-L a la figure 1 ; elles peuvent 
varier en fonction du tampon A et des constituants selectionnes pour le tampon B. 

30 En variante, Tetape de solubilisation (etape (4) du premier procede 

ou etape (7) du deuxieme procede) dans ledit un tampon C comprend le chauffage a 
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une temperature egale ou superieure a 80°C. pendant 5 a 10 minutes, suivie cTune 
centrifugation de preference pendant 2 a 10 minutes, a une vitesse inferieure a 20 000 
g, de preference a une vitesse comprise entre 3 500 g et 17 500 g ; dans ce cas, la 
PrPres est resolubilisee et se trouve dans le surnageant : dans de telles conditions, on 
5 obtient un echantillon particulierement bien adapte a un dosage de la PrPres par une 
methode ELISA. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de traitement 
d'un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend outre un tampon 
d'homogeneisation dudit echantillon biologique. des quantites convenables de tampon 
10 A, de tampon B et de tampon C, tels que definis ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de detection de 
la PrPres, caracterise en ce qu'il comprend des quantites convenables de tampon 
d'homogeneisation de r echantillon biologique dans lequel la PrPres doit etre detec- 
tee, des quantites convenables de tampon A, de tampon B et de tampon C tels que 
15 definis ci-dessus, ainsi qu'au moins un anticorps anti-PrPres convenable. 

Outre les dispositions qui precedent, 1* invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la, description qui va suivre. qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 
20 - la figure 1 illustre Tinfluence de la quantite de tampon B (butanol) 

sur le rendement de purification de la PrPres (en %) et la quantite de culot obtenu 
apres centrifugation ; 

- la figure 2 illustre 1' influence de differents tampons B sur le 
rendement de purification de la PrPres (en %) et la quantite de' culot obtenu apres 

25 centrifugation : 

* 

- la figure 3 illustre le role de la constante dielectrique theorique 
moyenne, telle que definie ci-dessus, pour comparer differents melanges d'alcools 
utilises comme tampon B ; 

- la figure 4 illustre un exemple de detection de la PrPres par 

30 Western blot : 
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- la figure 5 illustre ia sensibilite et le rendement du test ELISA sur 
differentes dilutions d'echantilions traites, conformement a Tinvention : 

- la figure 6 illustre un test ELISA effectue directement sur des 

homogenats. et 

5 - la figure 7 illustre une comparaison de differems tampons C 

II doit etre bien entendu, toutefois. que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de Tobjet de l'invention. dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Traitement d'un echantillon de cerveau bovin pour le dosage de 
10 la PrPres sur le terrain : selection de la quantite de tampon B convenable. 

- On preleve 500 mg de cerveau bovin ; on le broie et on 

* 

Thomogeneise a 25 % (p/v) dans une solution de glucose a 5 %. 

Pour realiser Fhomogeneisation, le prelevement de cerveau (500 mg) 
et 1 ml de glucose sont introduits dans des tubes cornprenant des billes en ceramique, 
15 sous agitation. On recupere le surnageant (environ 1,5 ml) ; les billes sont rincees en 
suspension dans 500 \\X de glucose et agitees ; on recupere le surnageant obtenu qui est . 
melange avec le surnageant precedent (2 ml). 

- On incube 400 \A d'homogenat tel qu* obtenu ci-dessus (equivalent 
a 100 mg de cerveau) avec 400 \x\ de tampon A cornprenant un melange a part egale a 

20 25 % (p/v) de SDS et a 25 % (v/v) de Tween 80 dans un rapport 1/1 (v/v) ainsi que de 
la proteinase K (0,1 mg/ml de tampon A, soit 0,4 mg/g tissu) pendant 10 minutes (2 
fois 5 min) a 37°C (etape (1)). En variante. le tampon A comprend avantageusement 
du sarkosyl a 10 % et du Triton XI 00 a 10 % ; ce dernier tampon A, qui ne comprend 
pas de SDS est plus avantageux. car il n'entraine pas de perturbation dans la detection 

25 de la PrPres par des anticorps specifiques, par une methode de type ELISA. 

- On ajoute 0 a 1 000 jal de butanol (tampon B) (etape (2)). 

La figure 1 montre le rendement de purification en PrPres (%), 
quantifie en Western blot et la quantite de culot (en mg) en fonction de la quantite de 
tampon B ajoutee. 
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Cette figure montre qu'entre 10 et 53 %. la PrPres est maintenue en 

* 

suspension et qu'entre 30 et 50 % de butanoL on obtient un rendement de purification 
de Pordre de 100 % et un culot inferieur a 10 mg. 

- On centrifuge a 3 800 g (4 000 RPM centrifugeuse JOUAN) 
5 pendant 10 minutes (etape (3)) ; on elimine le surnageant et on dissout le culot obtenu 
qui contient la PrPres avec 80-100 ul d*un tampon C (etape (4)) comprenant : 

. soit du SDS a 0,5 % et de Puree 0,5 M. 

. soit un tampon de LaemmlL 

. soit du sarkosyl a 0,5 % et de Puree 6M 

* 

10 pendant 5 minutes a 100°C. 

Ce traitement permet la dissolution de la PrPres ; Pechantillon est 
directement pret a etre utilise dans un dosage de type imm'unologique tel que ELISA 
ou Western blot. 

Pour realiser un ELISA, le culot est de preference dissous dans un 
15 tampon C comprenant du sarkosyl (0,25-1 %) et de Puree (0,25-8M) ou du SDS (0,25- 
1 %) et de Puree (0,25-1 M) ; Pechantillon obtenu sera de preference dilue (au Va ou 
au !/-), apres chauffage, avec un tampon contenant de Palbumine conduisant a une 
concentration finale en albumine comprise entre 2 et 10% (p/v) ou avec un tampon 
contenant du desoxycholate a 1 %. 
20 En variante, Pechantillon dilue est chauffe a 100°C pendant 5-10 

minutes puis centrifuge pendant 2 a 10 minutes, a une vitesse inferieure a 20 000 g, de 
preference a une vitesse comprise entre 3 500 g et 17 500 g ; le surnageant est dilue 

i 

entre le l A et le !4 avec un tampon ELISA. 

Dans le cas present, la quantification de la PrPres est realisee en 
25 Western blot, par melange vol/vol avec du tampon de Laemmli ; Pechantillon dilue est 
. ensuite depose sur gel pour une detection par Western blot ; les quantites de PrPres 
detectees sont rapportees a une gamme lineaire de dilutions de PrPres purifiee dans les 
memes conditions que ci-dessus. a partir d'un meme homogenat de cerveau de vache 
atteinte d'ESB, au stade terminal de la maladie (controle positif). 
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Les echantillons traites conformement au procede seion Finvention. 
sont debarrasses du bruit de fond et permettent un dosage fiable. specifique et quanti- 
tatif de la PrPres. 

Le procede selon Finvention permet d'augmenter le rendement de 
purification en PrPres. de maniere significative : 

. en effet. lorsque Von ne rajoute que du tampon A, le rendement en 
PrPres n % est que de Fordre de 40 % ; on observe done une perte de Fordre de 60 % de 
la PrPres, notamment du fait de sa repartition entre la phase solide et la phase liquide ; 
de plus, le culot est important. Ceci explique pourquoi dans FArt anterieur, les proto- 
cols decrits utilisent le sarkosyl qui entraine Fobtention de culots plus faibles, mais 
qui impose des ultracentrifugations lourdes pour avoir un rendement suffisant. 

. Fetape (2) permet d'augmenter le rendement en PrPres dans la 
phase solide : on obtrent un rendement de Fordre de 80-100 % dans la phase solide de 
la suspension S2, tout en diminuant la quantite de culot, comme precise ci-dessus. 
EXEMPLE 2 : Traitement cTun echantillon de cerveau bovin pour le dosage de 
la PrPres sur le terrain : variante de P etape (1) et de Petape (2^ 

- Fetape d'homogeneisation est identique a celle decrite a Fexemple 

1. 

- ensuite. on incube les 2 mi d"homogenat obtenus a partir des 500 
mg de cerveau bovin. avec 2 ml de tampon A, dans les memes conditions que celles 
exposees a Fexemple 1 (etape (1)). 

- on ajoute 3 ml de tampon B, dans les memes conditions que celles ■ 
exposees a Fexemple 1 (etape (2)). 

- la suite du procede est identique a celui de Fexemple 1 . 
EXEMPLE 3 : Traitement d'un echantillon de cerveau bovin pour le dosage de 
la PrPres sur le terrain : variante de Fetape d*homogeneisation. 

- On preleve 250 mg de cerveau bovin ; on le broie et on 
Fhomogeneise a 25 % (p/v) dans une solution de glucose a 5 %. 

Pour realiser Fhomogeneisation. le prelevement de cerveau (250 mg) 
et 750 (j.1 de glucose sont introduits dans des tubes comprenant des billes en cera- 



9941280A1 I > 



WO 99/41280 PCT/FR99/00338 

I j 

mique, sous agitation, pendant 40 secondes (appareil RIBOLYSER-HYBAID) ; on 
preleve 400 pi de surnageant puis on procede comme a Texemple 1 . 
EXEMPLE 4 : Comparaison de differents tampons B sur le rapport rendement 
de purification en PrPres/quantite de cuiot. 

m 

5 L/echantillon est traite dans les memes conditions que celles expo- 

sees a Fexemple 1 , a Texception de la quantite de tampon B qui est de 600 pi. 

La figure 2 illustre les rapports obtenus en Western blot avec diffe- 
rents tampons B : pentanol, butanoL melange isopropanol + pentanoL melange ethanol 
+ hexanol, isopropanol et ethanol ; les melanges ont ete realises vol/vol. 
10 EXEMPLE 5 : Comparaison des constantes dielectriques de differents melanges 
et leur influence sur le rendement de purification en PrPres et la quantite de 
culot. 

Le procede est realise dans les conditions exposees a Texemple 4. 
La figure 3 illustre les resultats obtenus : dans le cas ou le tampon B est un melange 
15 d'alcools, le volume de chaque alcool est calcule en fonction de sa constante dielectri- 
que et de la constante dielectrique, theorique du melange souhaitee (par exemple 17) et 
rapporter a 600 pi de volume total d'alcool. Par exemple, pour le melange 
hexanol/ethariol on obtient la formule suivante : 

13.y + 25 (l-y)= 17 

20 y representant le pourcentage d'hexanol. 13 etant la constante 

dielectrique de Thexanol et 25 etant la constante dielectrique de Y ethanol. 

Pour une constante dielectrique theorique moyenne de 1 5 ou moins, 
on observe une separation de phase. 

EXEMPLE 6 : Detection de la PrPres par Western blot. 
25 * Protocole : 

1) incubation a 37°C, 2 fois 5 min de 400 mg d'homogenat de 

cerveau de vache a 25 % (poids/volume) et de 400 pi de tampon A comprenant 400 pi 

d'un melange a part egale (v/v) de SDS a 25 % (p/v) et de Tween 80 a 25 % (v/v) 

(50/50) et de proteinase K (PK) a 0J mg/ml de tampon A. 
30 2) on ajoute 600 pi de tampon B (sauf echantillons des pistes 7 et 8 : 

1 000 pi tampon B). constitue de butanol-1 . 
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3) on centrifuge a 15000 RPM pendant 5 min (environ 17 000 g). 

4) le culot de centrifugation est repris dans 100 |il de tampon de 
Laemmli contenant 4 % de SDS et chauffe a 100°C pendant 5 min. 

* Western blot : 

Les echantillons obtenus sont utilises pour realiser une electropho- 
rese SDS-PAGE et transferes sur membrane de nitrocellulose, dans les conditions 
decrites par Towbin et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1979, 76, 4350-4354) ou par 
C.I. Lasmezas et al. (J. Gen. Virol., 1996, precite). 

Avant d'etre deposes sur le gel d'electrophorese, les echantillons ont 
ete dilues au 1/20 dans un temoin negatif. produit dans les memes conditions que 
celles exposees a Kexemple 1, a partir d*un homogenat de vache saine. en raison de 
r importance des signaux. (gel de polyacrylamide a 12 % charge avec r equivalent de 
10 mg (10 |^1) de cerveau, correspondant a 9.5 mg de cerveau de vache saine et 0.5 mg 
de cerveau de vache infectee). 
15 ' 1/ immunodetection de la PrPres a ete realisee avec Fantiserum 

JB007 (R. Demaimay et al. f J. Virol, 1997. 71, 12, 9685-9689) au 1/5 000 ime , et des Ig 
de chevre anti-lapin conjuguees a de la peroxydase (1/2500). L/immunoreactivite est 
revelee par chimioluminescence (ECL, Amersham), quantifiee et visualisee sur films 
autoradiographiques. comme illustre sur la figure 4. 
20 La figure 4 illustre les resuitats obtenus et correspond a la courbe 

propanol/hexanol de la figure 3A. 

A cette figure, les pistes 1 a 6 correspondent a des echantillons 
traites en mettant en oeuvre comme tampon B. differents melanges propanol/hexanol, 
conduisant a differents constantes dielectrique theoriques moyennes ; les pistes 8 et 9 
25 correspondant a des echantillons biologiques soumis a une procedure mettant en 
oeuvre comme tampon B. 1000 (ill de butanol (point 53 % de la figure 1) : on observe 

■ 

dans ce cas que l\ensemble de la PrPres se retrouve a T interface ; les pistes 9 et 10 
correspondant a des echantillons biologiques soumis a une procedure mettant en 
oeuvre comme tampon B, 600 jil de butanol (point 43 % de la figure 1) : on observe 
30 dans ce cas que Tensemble de la PrPres se retrouve dans le culot (piste 10). alors que 
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dans un temoin negatif. traite dans les memes conditions (piste 9). on n'observe aucun 
signal. 

EXEMPLE 7 : Dosage ELISA de la PrPres, a partir d'un echantillon obtenu 
conformement a P invention. 

5 On prepare un echantillon, dans les conditions suivantes : 

- On preleve 400 mg de cerveau bovin ; on le broie et on 
Phomogeneise a 20 % dans une solution de glucose a 5 % (1.6 ml), dans les memes 
conditions que celles exposees a Pexemple 1 . 

. - On incube, a 37°C pendant 10 min (2 fois 5 min avec agitation 
10 intermediate), 500 \x\ d'homogenat obtenu avec 500 |~il de tampon A comprenant du 
sarkosyl a 10 % et du Triton XI 00 a 10 % ainsi que de ia proteinase K (80 pg/ml). 

- On ajoute 500 \il de tampon B (butanol). 

- On centrifuge a 15 000 rpm avec un rotor permettant d'obtenir 
1 7 608 g, pendant 5 min ; les memes resultats sont obtenus avec un temps de centrifu- 

15 gation de 4 min a 20 627 g. 

- On elimine le surnageant et on dissout le culot obtenu qui contient 
de la PrPres avec 100 |il de tampon C comprenant de Puree 6 M et du sarkosyl 0,5 % 
pendant 5 min a 100°C 

r 

* 

- On centrifuge a 15 000 rpm avec un rotor permettant d'obtenir 

■ 

20 1 7 608 g y pendant 5 min : les memes resultats sont obtenus avec un temps de centrifu- 
gation de 4 min a 20 627 g. Le surnageant est dilue au 1/3 dans du tampon EI A 
(tampon phosphate avec 0,5 % de desoxycholate). 

Pour effectuer TELISA, Techantillon obtenu est depose a raison de 
100 pax puits, en duplicat sur une plaque recouverte avec un premier anticorps 

25 antiPrP (8G8, ref. Kraseman et al.. Molecular Medecine 1996), puis on incube, lave et 
revele avec un deuxieme anticorps anti-PrP (12F10, ref Kraseman et al., 1996) couple 
a Tacetylcholinesterase (ref. Grassi et al.. J. Immunol Methods. 1989). On incube avec 
le substrat de Pacetylcholine esterase puis la lecture se fait a 415 nm, 15 min ou 30 
min, apres ajout du substrat (reactif d'Ellmann). 

30 Les resultats presentes dans la figure 5 sont relatifs a un homogenat 

a 20 % (poids/volume) de cerveau de vache cliniquement atteinte de ESB. dilue au 
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1/10, 1/100. 1/1 000 ou 1/10 000 dans un homogenat a 20 % (poids/volume) d'un 
cerveau de vache saine. 

Les echantillons sont alors traites dans ies conditions decrites ci- 
dess'us. et testes sur test EI A avec Fanticorps 8G8 en capture et Tanticorps 12F10 en 
5 anticorps de detection. 

Les echantillons sont testes dilues dans le tampon de depot EIA 
(dilutions au 1/3, puis de 3 en 3). 

La figure 5 illustre les resultats obtenus (densite optique du signal en 
fonction de la dilution finale de ThomogenaL a savoir dilution dans Thomogenat 

10 negatif x dilution dans le tampon EIA) : la courbe semi-logarithmique presente un 
aspect sigmoide. classiquement observe dans tous les dosages de type EIA. De plus, il 
est a noter une bonne superposition des courbes obtenues a partir des hornogenats au 
1/10, 1/100 et 1/1 000. Enfin le niveau de sensibilite du test permet de detecter ce 
cerveau positif dilue au 1/10 000. ' 

15 Dans la figure 6, un autre homogenat au 1/100 a ete teste par tech- 

nique EIA soit apres traitement comme decrit ci-dessus, avec une concentration de PK 
a 400 ng/mg), soit apres traitement des hornogenats directement par differentes 
concentrations de PK. II en ressort que le traitement direct des hornogenats par la PK 
sans purification donne soit des signaux eleves des temoins negatifs pour de faibles 

20 concentrations de PK (destruction incomplete de PrPc), soit des signaux faibles pour 
les vaches positives avec des concentrations elevees de PK. Cet exemple souligne 
done le caractere indispensable du traitement des hornogenats tel qu'il a ete decrit 
precedemment pour obtenir une detection correcte de la PrPres. 
EXEMPLE 8 : Comparaison de differents tampons C. 

25 Le protocole de traitement de Techantillon utilise est celui de 

l'exemple 7. 

La figure 7 illustre les resultats obtenus. 

La guanidine semble apporter un plus, et la combinaison uree- 
guanidine parait la plus interessante (sachant que Turee est mieux supponee par le test 
30 ELISA). 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede. I* invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre. de realisation et duplication qui 
viennent d'etre decrits de fa?on plus explicite : elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
5 cadre, ni de la portee. de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

* 

1°) Procede de purification de la PrPres a panir d'un echantillon 
biologique. caracterise en ce qu'il comprend essentiellement : 

* 

(1) T incubation, pendant 30 secondes a 2 heures. a une temperature 
5 inferieure a 80°C. dudit echantillon biologique avec un tampon A comprenant au 

moins un agent tensioactif en quantite comprise entre le quart et quatre fois le poids de 
rechantillon biologique et eventuellement Tincubation prealable. posterieure ou 
simultanee avec protease, pour former une suspension SI : 

(2) l'addition. a ladite suspension SI obtenue en (1) d'un tampon B 
10 en quantite apte a eclaircir ladite suspension par formation d'une microemulsion ou 

d ? une microsuspension. lequel tampon B est constitue d'un solvant ou d'un melange 
de solvants. qui ne solubilise pas la PrPres et presente une constante dielectrique 
comprise entre 10 et 25 ; 

(3) la centrifugation de la suspension S2 obtenue a Tetape (2) ; et 

15 (4) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 

moins un agent tensioactif, tel que defini a l'etape (1), a une concentration comprise 
entre 0,1 % et 5 %, de preference comprise entre 0,25 % et 1 %, par rapport au volume 
de tampon C (p/v) et/ou au moins un agent chaotrope et a une temperature egale ou 
superieure a 80°C. 

20 2°) Procede de purification de la PrPres a panir d'un echantillon 

biologique, caracterise en ce qu'il comprend essentiellement : 

(1) Fincubation, pendant 30 secondes a 2 heures. a une temperature . 
inferieure a 80°C, dudit echantillon biologique avec un tampon A comprenant au 
moins un agent tensioactif en quantite comprise entre le quart et quatre fois le poids de 

25 l'echantillon biologique et eventuellement V incubation prealable. posterieure ou 
simultanee avec une protease, pour former une suspension SI; 

(2) I* addition, a ladite suspension SI obtenue en (1) d'un tampon B 
en quantite apte a former une separation de phase, lequel tampon B est constitue d'un 
solvant ou d'un melange de solvants. qui ne solubilise pas la PrPres et presente une 

30 constante dielectrique comprise entre 10 et 25 : 
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(3) la centrifugation de la suspension obtenue a I'etape (2) : 

(4) la recuperation du film present a 1* interface ; 

(5) la resolubilisation dudit film avec un tampon A sans protease. 

(6) la centrifugation de la suspension obtenue a Tetape (5) ; et 

5 (7) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 

moins un agent tensioactif. tei que defini a Tetape (1), une concentration comprise 
entre 0,1 % et 5 %. de preference comprise entre 0.25 % et 1 %. par rapport au volume 
de tampon C (p/v) et/ou au moins un agent chaotrope et a une temperature comprise 
entre la temperature ambiante et 100°C, de preference egale ou superieure a 80°C. 

10 3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2. caracte- 

rise en ce que lorsque Techantillon biologique est un tissu ou un organe. ce dernier est, 
prealablement a Tetape (1), homogeneise dans un tampon d'homogeneisation. selec- 
tionne dans le groupe constitue par les tampons neutres et les tampons isotoniques. 

4°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. carac- 

15 terise en ce que la duree d'incubation est de preference comprise entre 30 secondes a 
10 minutes. 

5°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, carac- 
terise en ce que le tampon A et/ou le tampon C comprend un agent tensioactif selec- 
tionne dans le groupe constitue par : 
20 - des tensioactifs anioniques. tels que le SDS (dodecylsulfate de 

sodium), le sarkosyl (lauroyl-sarcosine), le cholate de sodium, le desoxycholate de 
sodium, le taurocholate de sodium, 

- des tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl-sulfo- 
betame), le SB 3-12 (dodecyl-sulfobetaine), le SB 3-14, le SB 3-16 (hexadecyl-sulfo- 

25 betaine), le CHAPS et le desoxyCHAPS. 

- des tensioactifs non-ioniques. tels que le C12E8 (dodecyl-octaethy- 
leneglycol). le Triton X100 ? le Triton XI 14. le Tvveen 20. le Tvveen 80. le MEGA 9 
(nonanoyl-methylglucamine). Toctylglucoside. le LDAO (dodecyl-dimethylamine 
dxyde) ou le NP40 ou 

30 - des melanges de tensioactifs tels qu'un melange d'un agent tensio- 

actif ionique et d'un agent tensioactif non-ionique. un melange de deux agents tensio- 
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actifs ioniques ou un melange cTuri agent tensioactif ionique et d'un agent tensioactif 
zwitterionique. 

6°) Procede selon Tune quelconque des revindications 1 a 5, carac- 
terise en ce que la temperature mise en ceuvre a Tetape (1) est comprise entre la 
temperature ambiante et 50°C\ de preference a 37°C. 

7°) Procede selon I'une quelconque des revindications 1 a 5, carac- 
terise en ce qu a Tetape (1). la quantite d'agent tensioactif present dans le tampon A 
est de preference comprise entre le quart et une fois et demi le poids de Fechantillon 
biologique. 

8°) Procede selon Tune quelconque des revindications 1 a 7 ? carac- 
terise en ce que le tampon B est selectionne dans le groupe consume par les alcools en 
C 3 -C 6 et les melanges d* alcools dont la constante dielectrique theorique moyenne est 
comprise entre 10 et 25. 

9°) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que les 
alcools ou melanges d'alcools suivants sont particulierement preferes : butanol-1, 
butanol-2, methyl-2 propanol-1. isopropanol, isopropanol + pentanoL ethanol + hexa- 
nol, butanol + pentanol. 

10°) Procede selon Tune quelconque des revindications 1 a 9, carac- 
terise en ce que la centrifugation de Tetape (3) et de Fetape (5) est de preference rea- 
lisee pendant 2 a 10 minutes a une vitesse inferieure a 20 000 g, de preference a une 
vitesse comprise entre 3 500 g et 17 500 g. 

11°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que le tampon C comprend comme agent chaotrope un agent qui est 
selectionne dans le groupe constitue par Turee et la guanidine ou un melange de ceux- 
ci: 

12°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11.. 
caracterise en ce que Tetape de solubilisation (etape (4) du procede selon la revendi- 
cation 1 ou etape (7) du procede selon la revendication 2) dans ledit un tampon C 
comprend le chauffage a une temperature egale ou superieure a 80°C. pendant 5 a 10 
minutes, suivie d'urie centrifugation. 
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13°) Precede de detection de la PrPres dans un echantillon biologi- 
que. caracterise en ce qu*il comprend : 

• le traitement dudit echantillon selon Tune quelconque des revendi- 

cations 1 a 12. 

5 - la dilution de Fechantillon obtenu. si necessaire et 

- la detection de la PrPres par toute methode analytique appropriee. 
14°) Kit de traitement d'un echantillon biologique. caracterise en ce 
qu'il comprend outre un tampon d'homogeneisation dudit echantillon biologique. des 
quantites convenables de tampon A, de tampon B et de tampon C, tels que definis aux 
10 revendications 1 a 12. 

15°) Kit de detection de la PrPres. caracterise en ce qu'il comprend 
des quantites convenables de tampon d'homogeneisation de Fechantillon biologique 
dans lequel la PrPres doit etre detectee. des quantites convenables de tampon A. de 
tampon B et de tampon C tels que definis aux revendications 1 a 12, ainsi qu'au moins 
15 un anticorps anti-PrPres convenable. 
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